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RESUMO 

 

SILVA, J. W. Análise do potencial uropatogênico de Escherichia coli enteroagregativa. 

2019. 93 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

A Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um dos patótipos de E. coli que causam diarreia. 

EAEC também tem sido associada a casos de infecção do trato urinário (ITU) nos últimos 

anos. De fato, um subgrupo de cepas fecais de EAEC está inserido nos mesmos grupos 

filogenéticos de cepas de E. coli uropatogênicas (UPEC) carreando marcadores de EAEC, 

dessa forma apresentando correlação filogenética. Esses dados apontam para a possibilidade 

de que pelo menos um subgrupo de cepas de EAEC tenha potencial uropatogênico. Devido 

a esses fatos, o objetivo do presente estudo foi determinar as propriedades uropatogênicas 

de cepas de EAEC que possuem marcadores genéticos de E. coli patogênica extraintestinal 

(ExPEC). Para esse fim foram selecionadas 33 EAEC apresentando marcadores genéticos 

de ExPEC (EAEC/ExPEC+), isto é, a presença de pelo menos dois dos genes afa/dra, iutA, 

sfa/foc, kpsMTII e papA/papC. Para fins comparativos também foram selecionadas 11 cepas 

de EAEC sem esses marcadores (EAEC/ExPEC-) e 18 cepas de UPEC. Inicialmente, todas 

as cepas foram testadas quanto à capacidade de aderência nas células da linhagem 5637 

(bexiga humana) e HEK293 (rim embrionário humano). Os ensaios realizados com células de 

bexiga mostraram que 82% das cepas analisadas eram aderentes, 12% causaram 

destacamento celular e 6% não aderiram; enquanto os ensaios realizados com células renais 

mostraram que 88% eram aderentes e 12% causaram descolamento celular. Houve 

semelhança entre os perfis das linhagens EAEC/ExPEC+ e UPEC, onde o descolamento 

celular foi verificado. As cepas citodestacantes apresentaram atividade α-hemolítica 

detectada em ágar sangue de carneiro. A presença da fímbria tipo 1 foi investigada 

indiretamente pela aglutinação de Saccharomyces cerevisiae. A aglutinação foi detectada em 

66,1% de todas as cepas e esse fenótipo foi inibido pela presença de D-manose a 2%, 

indicando a expressão da fímbria tipo 1 na maioria das cepas estudadas, sem diferenças entre 

os grupos de cepas. A produção de biofilme em poliestireno também foi avaliada na presença 

e ausência de 1% de metil α-D-manopiranósido (α-D-man) e observou-se que no grupo das 

EAEC/ExPEC+ a formação de biofilme foi detectada em 60,6% das cepas e esse fenótipo não 

foi inibido pelo α-D-man, sugerindo que outras adesinas, além da fímbria tipo 1, podem estar 

envolvidas na produção de biofilme por essas cepas. Um modelo de ITU ascendente com 

camundongos C57BL/6 foi realizado para investigar a capacidade uropatogênica das cepas. 

Todas as cepas EAEC/ExPEC+ avaliadas foram capazes de causar ITU nesse modelo, 

enquanto apenas uma cepa EAEC/ExPEC- causou ITU. Não houve associação entre a 

capacidade de causar ITU e os fatores de virulência de EAEC e UPEC pesquisados. Por fim, 

conclui-se que cepas fecais de EAEC com background genético contendo marcadores de 

ExPEC são capazes de colonizar o uroepitélio de forma mais eficiente e assim ocasionar 

cistite e pielonefrite em camundongos C57BL/6. Dessa forma, cepas de EAEC fecais que 

possuem essas combinações de genes apresentam potencial uropatogênico. 
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ABSTRACT 

 

SILVA, J. W. Analysis of uropathogenic potential of enteroagregative Escherichia coli. 

2019. 93 p. Master thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is one of the E. coli pathotypes that cause diarrhea. 

In the last years, EAEC has also been associated with cases of urinary tract infection (UTI). In 

fact, a subgroup of fecal EAEC strains is inserted in the same phylogenetic groups of 

uropathogenic E. coli (UPEC) strains carrying EAEC markers, thus showing phylogenetic 

correlation. These data pointed out to the possibility that at least one subgroup of EAEC strains 

has uropathogenic potential. In view of these facts, the aim of the present study was to 

determine the uropathogenic properties of EAEC strains that have genetic markers of 

extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC). For this purpose, 33 EAEC with ExPEC genetic 

markers (EAEC/ExPEC+), that is, the presence of at least two of the genes afa/dra, iutA, 

sfa/foc, kpsMTII and papA/papC, were selected For comparative purposes, 11 EAEC strains 

without these markers (EAEC/ExPEC-) and 18 UPEC strains were also selected. Initially, all 

strains were tested for adherence in the 5637 (human bladder) and HEK293 (human 

embryonic kidney) cells. Assays performed with bladder cells showed that 82% of the strains 

analyzed were adherent, 12% caused cell detachment and 6% did not adhere; whereas renal 

cell assays showed that 88% were adherent and 12% caused cell detachment. There was 

similarity between EAEC/ExPEC+ and UPEC profiles, where cell detachment was verified. The 

strains that provoked cell detachment showed α-hemolytic activity, detected in sheep blood 

agar. The presence of type 1 fimbria was investigated indirectly by agglutination of 

Saccharomyces cerevisiae. Agglutination was detected in 66.1% of all strains and this 

phenotype was inhibited by the presence of 2% D-mannose, indicating the expression of type 

1 fimbria in most of the studied strains, with no differences between the groups of strains. 

Biofilm production in polystyrene was also evaluated in the presence and absence of 1% 

methyl α-D-mannopyranoside (α-D-man). It was observed that in the EAEC/ExPEC+ group 

biofilm formation was detected in 60.6% of the strains and this phenotype was not inhibited by 

α-D-man, suggesting that adhesins other than type 1 fimbria may be involved in biofilm 

production by these strains. A model of ascending UTI with C57BL/6 mice was performed to 

investigate the uropathogenic capacity of the strains. All EAEC/ExPEC+ strains evaluated 

were able to cause UTI in this model; while only one EAEC/ExPEC- strain caused UTI. There 

was no association between the ability to cause UTI and the EAEC and UPEC virulence factors 

investigated. In conclusion, fecal EAEC strains with a genetic background containing ExPEC 

markers are able to colonize the uroepithelium more efficiently and, therefore, cause cystitis 

and pyelonephritis in C57BL/6 mice. Thus, fecal EAEC strains that harbor these gene 

combinations have uropathogenic potential. 

 

Keywords: Escherichia coli. Bacterial infections. Virulence. Urinary infections. 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae, 

sendo assim um micro-organismo bacilar, Gram negativo, não esporulante, anaeróbio 

facultativo, que coloniza o trato intestinal de animais de sangue quente e de humanos, 

permanecendo como comensal durante toda a vida do indivíduo (JOHNSON; RUSSO, 

2005; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004; 

SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005; TENAILLON et al., 2010). 

Embora a maioria das cepas de E. coli circulantes sejam comensais e não 

causem nenhum dano ao hospedeiro, com exceção de pacientes 

imunocomprometidos e/ou quando a barreira gastrointestinal é rompida, alguns clones 

de E. coli possuem fatores de virulência variados que lhes conferem a habilidade de 

colonizar novos sítios e causar um amplo espectro de doenças intestinais e 

extraintestinais. Estes fatores geralmente são codificados em elementos genéticos 

móveis como ilhas de patogenicidade, sequências de inserção ou plasmídeos, o que 

facilita a formação de novas combinações de fatores de virulência que podem vir a ser 

parte integrante do genoma bacteriano (CROXEN; FINLAY, 2010; GOMES et al., 

2016; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

Em E. coli, combinações de diferentes fatores de virulência persistiram entre as 

linhagens, levando ao reconhecimento de diferentes patótipos de E. coli. As infecções 

causadas pelos diferentes patótipos de E. coli podem resultar em três condições 

clínicas comuns: diarreia/disenteria, infecção do trato urinário (ITU) e sepse/meningite 

(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

Ao estudar populações bacterianas utilizando-se E. coli como protótipo, 

Whittam, Ochman e Selander (1983) descreveram estruturas genéticas denominadas 

filogrupos, os mesmos eram divididos inicialmente em 4 grupos, sendo os mesmos A, 

B1, B2 e D. Com base nesses dados, Clermont et al. (2000) desenvolveram uma 

reação em cadeia de polimerase (PCR) para classificar filogeneticamente cepas de E. 

coli, sendo que por este método as cepas virulentas, principalmente cepas de E. coli 

extraintestinais, geralmente classificavam-se no filogrupo B2, podendo algumas 



 

serem classificadas no filogrupo D, enquanto que cepas comensais e cepas de E. coli 

diarreiogênicas eram encontradas nos filogrupos A e B1 (HERZER et al., 1990; 

LECOINTRE et al., 1998; SABATÉ et al., 2006). 

A técnica descrita por Clermont et al. (2000) foi aprimorada em estudos 

posteriores do mesmo grupo. Na nova abordagem as cepas podem ser classificadas 

em oito filogrupos conhecidos atualmente (filogrupos A, B1, B2, C, D, E, F e G). Com 

o uso desta técnica foi possível observar que cepas de ExPEC são mais comumente 

encontradas nos filogrupos B2, D e F e cepas de DEC e comensais são comumente 

encontradas nos filogrupos A, B1, C e E. Com o acúmulo de dados de genoma 

completo, ficou claro que algumas linhagens pertenciam a um grupo intermediário 

entre os grupos F e B2, dando origem assim o filogrupo G. Esta abordagem deixou 

claro que cepas de diversos filogrupos diferem em características fenotípicas e 

genotípicas, nicho ecológico e habilidade em causar doenças (ALM et al., 2011; 

CLERMONT et al., 2013; CLERMONT et al., 2019; TENAILLON et al., 2010). 

 

1.2 E. coli como agente de infecções 

 

De acordo com grupos de determinantes de virulência adquiridos, foram 

formadas combinações específicas definindo-se os grupos de E. coli que são 

coletivamente conhecidos como E. coli diarreiogênicas (DEC) e E. coli extraintestinais 

(ExPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; RUSSO; JOHNSON, 2000).  

E. coli diarreiogênicas, ou DEC, causam infecções intestinais por desregularem 

as funções normais do intestino, provocando assim a diarreia ou disenteria. Podem 

causar estes danos de diversas maneiras, de acordo com o seu arcabouço genético 

de fatores de virulência. Na diarreia induzida por bactérias ocorre a rápida perda de 

fluidos e eletrólitos, resultado da inibição da absorção normal do intestino, assim como 

a ativação de processos de secreção (BLASER; DEANE; FRUHWALD, 2015; 

INGERSON-MAHAD; REID, 2011; VISWANATHAN; HODGES; HECHT, 2008). Nos 

processos invasivos, os danos na mucosa intestinal induzem grande processo 

inflamatório com perda de sangue nas fezes, o que caracteriza a disenteria (GOMES 

et al., 2016). 



 

A diarreia é considerada um problema de saúde pública em todo o mundo, 

sendo a causa estimada de 1,3 milhões de mortes por ano (GBD, 2017; WHO, 2018). 

É a segunda maior causa de mortalidade infantil no mundo. No ano de 2017 causou 

424 mil mortes em crianças de até 5 anos (WHO, 2018). Em regiões onde as 

gastroenterites são endêmicas, como em países da África e do sudoeste asiático, 25% 

das mortes na infância são causadas por gastroenterites virais agudas (SIDOTI et al., 

2015).  

Devido à alta mortalidade causada pela diarreia, existem iniciativas 

governamentais estipuladas pela United Nations Chidren´s (UNICEF) e World Health 

Organization (WHO) para prevenir a doença, como por exemplo as políticas de 

combate à desnutrição crônica, à falta de saneamento básico e à falta de acesso à 

água potável (FISCHER et al., 2012).  

Até o ano de 2011, 71,8% dos municípios brasileiros não possuíam uma política 

municipal de saneamento básico (IBGE, 2011). No ano de 2017, 41,5% dos 5.570 

municípios brasileiros afirmaram possuir Plano Municipal de Saneamento Básico 

(IBGE, 2018). A situação do saneamento básico precário no país está melhorando a 

cada ano, porém nos municípios do Norte os números ainda são preocupantes, onde 

apenas 450 municípios dessa região apresentam um Plano Municipal de Saneamento 

Básico (IBGE, 2018), o que impacta no risco de casos de doenças gastrointestinais 

infecciosas.  

Repetidas crises diarreicas em crianças contribuem significantemente para 

deficiências de crescimento e comprometem parte do condicionamento físico, 

cognição e escolaridade (GUERRANT et al., 2013). Estima-se que diarreias 

recorrentes nos primeiros dois anos de idade podem contribuir com a perda de 10 

pontos no quociente de inteligência (Q.I.) e um ano de escolaridade até os nove anos 

de idade (KEUSCH et al., 2013; PETRI et al., 2008; WHO, 2015). 

Em contraste com outros patógenos entéricos, como Campylobacter spp., 

Shigella spp. e Salmonella spp., o diagnóstico das cepas de DEC no curso da infecção 

é bastante complexo, isto porque grande parte das cepas causadoras de diarreia são 

bioquimicamente idênticas às E. coli comensais e a diferenciação necessita de 

infraestrutura laboratorial muito especializada (ESTRADA-GARCIA et al., 2014). 



 

A diversidade patogênica de DEC compreende pelo menos seis categorias ou 

patótipos, os quais causam infecção intestinal de diferentes maneiras. Os patótipos 

de DEC diferem em relação aos seus locais preferenciais de colonização do 

hospedeiro, mecanismos de virulência, sintomas clínicos e consequências causadas. 

Os patótipos são classificados como E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

produtora de toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo E. coli enterohemorrágica (EHEC), 

E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC) e E. coli 

enteroinvasora (EIEC) (GOMES et al., 2016; NATARO; KAPER, 1998). 

Outro patótipo de DEC foi descrito como E. coli difusamente aderente (DAEC), 

o qual compreende cepas que aderem às células epiteliais cultivadas em uma 

distribuição característica, denominada adesão difusa. Apesar de sua classificação 

como um grupo distinto dos outros patótipos, a designação de DAEC como um 

diferente patótipo de DEC requer mais estudos epidemiológicos, que foram 

dificultados pela complexidade na sua identificação e classificação (CROXEN, et al., 

2013). Diferentemente dos outros patótipos, onde cepas verdadeiramente 

patogênicas foram identificadas em surtos e/ou estudos em voluntários, a 

patogenicidade da categoria DAEC permanece questionável (GOMES et al., 2016; 

NATARO; KAPER, 1998). 

E. coli enteropatogênica (EPEC) é um importante agente etiológico de diarreia 

infantil em muitos países em desenvolvimento, por conta de sua alta prevalência na 

comunidade e em ambientes hospitalares (OCHOA; CONTRERAS, 2011).  

Originalmente identificadas pela determinação dos antígenos somático (O) e 

flagelar (H), técnica conhecida como sorotipagem, cepas de EPEC são agora 

definidas como E. coli com a capacidade de causar diarreia, produzir uma 

histopatologia no epitélio intestinal, conhecida como lesão attaching-effacing (lesão 

A/E), e pela incapacidade de produzir toxina Shiga (Stx) e enterotoxinas termolábil 

(LT) ou termoestável (ST) (GOMES et al., 2016; NATARO; KAPER, 1998). 

Com a melhorias nas técnicas que permitem uma melhor compreensão do 

genoma e mecanismos e virulência entre as estirpes de EPEC ao longo dos anos 

tornou-se possível à subclassificação de EPEC em EPEC típica (tEPEC) e EPEC 

atípica (aEPEC) (HERNANDES et al., 2009; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; 

TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). As cepas tEPEC causadoras de diarreia em 



 

humanos possuem um grande plasmídeo de virulência conhecido como “EPEC 

adherence factor plasmid” (pEAF), que codifica a fímbria tipo IV chamada de “bundle-

forming pilus” (BFP), enquanto aEPEC não possui este plasmídeo (KAPER, NATARO, 

MOBLEY, 2004). 

As cepas de tEPEC caracterizam-se pelo padrão de adesão localizada (AL) na 

superfície de células HeLa ou HEp-2, apresentando-se como microcolônias 

compactas aderidas às células após três horas de contato. Já as cepas de aEPEC 

podem apresentar um padrão de aderência semelhante a tEPEC, porém com 

microcolônias mais frouxas, denominado adesão localizada-like (AL-L), o qual pode 

ser observado após seis horas de contato com as células epiteliais (RODRIGUES et 

al., 1996; SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 1984; SCALETSKY et al., 1999). 

EHEC/STEC representam um grupo bem conhecido de patógenos de origem 

alimentar distribuídos mundialmente. A capacidade de produzir uma ou mais 

citotoxinas da família da toxina Shiga (Stx) constitui o principal atributo de virulência 

desse patógeno de E. coli (MELTON-CELSA, 2014). As doenças causadas por este 

patótipo continuam sendo um grande problema de saúde pública em todo o planeta. 

As manifestações clínicas da infecção por EHEC/STEC incluem a diarreia 

sanguinolenta, a colite hemorrágica e a síndrome hemolítica urêmica (SHU) (AMORIM 

et al., 2014; CROXEN et al., 2013). 

Stx pode ser classificada em dois tipos: Stx1 e Stx2, incluindo subtipos e 

variantes dos subtipos (SCHEUTZ, 2014). Os sorogrupos mais relacionados a 

doenças são conhecidos como “big six” e compreendem os sorogrupos O26, O45, 

O103, O111, O121 e O145 (BROOKS et al., 2005).  

O principal reservatório destas cepas é o trato intestinal de bovinos, e os surtos 

causados por elas foram inicialmente associados ao consumo de hambúrgueres 

malcozidos. As cepas do sorogrupo O157:H7 são as mais conhecidas, e foram 

responsáveis por um surto que teve origem em uma rede de lanchonete (CROXEN et 

al., 2013; INGERSON-MAHAD; REID, 2011; RILEY et al., 1983). 

As cepas de ETEC são caracterizadas pela produção de fatores de colonização 

(CFs) e pelo menos uma das duas enterotoxinas: LT e ST. A ETEC representa uma 

das causas mais comuns de diarreia em crianças em países em desenvolvimento e 



 

em viajantes para essas regiões endêmicas. ETEC também é a causa de prejuízos 

econômico para os agricultores e a indústria, onde é um importante patógeno para 

frangos, suínos e gado de corte (GOMES et al., 2016). 

Logo após a aderência à mucosa intestinal, as cepas de ETEC produzem as 

enterotoxinas LT e ST. Ambos os tipos de toxinas medeiam a desregulação dos canais 

iônicos na membrana epitelial, levando à perda de íons e grandes quantidades de 

água, levando a diarreia aquosa característica causada por essas cepas bacterianas 

(FLECKENSTEIN et al., 2010). 

Cepas de EIEC são bioquímica, genética e patogenicamente relacionadas a 

Shigella spp. Estas bactérias são taxonomicamente indistinguíveis no nível de 

espécie, mas, levando em conta a significância clínica de Shigella, a nomenclatura 

distinta foi mantida. Este patótipo é um patógeno intracelular facultativo e é o agente 

etiológico da disenteria bacilar (PUPO; LAN; REEVES, 2000; WEI et al., 2003).  

EIEC apresenta virulência reduzida quando comparada a Shigella, incluindo 

expressão reduzida dos fatores de virulência, baixa eficiência ao destruir macrófagos, 

baixo índice de espalhamento célula-célula e baixa indução de resposta pró-

inflamatória, o que leva a uma doença menos severa (BANDO et al., 2010; MORENO 

et al., 2009; MORENO et al., 2012). A adaptação de EIEC para se tornar um patógeno 

intracelular deriva basicamente da aquisição de um plasmídeo de invasão, conhecido 

como pINV (CROXEN et al., 2013). As infecções por EIEC são pouco frequentes, 

mesmo em países subdesenvolvidos (KOTLOFF et al., 2013). 

EAEC é definida como o patótipo de DEC que apresenta o padrão de adesão 

agregativo (AA) em células epiteliais cultivadas (NATARO et al., 1987; NATARO; 

STEINER; GUERRANT, 1998). No padrão AA (Figura 1) as bactérias formam 

agregados que se assemelham a tijolos empilhados, aderindo à superfície das células 

eucarióticas, bem como à superfície da lamínula, em arranjos análogos a favos de 

colmeia (GOMES et al., 2016). 

 

 

 



 

Figura 1- Padrão de adesão agregativo de EAEC 

 

Reproduzido de Andrade, (2019). 
Padrão AA em células HEp-2 após 6 h de incubação da cepa de EAEC BA732 evidenciado pela 
presença de bactérias agregadas e aderidas na superfície da lamínula e também das células. 
Coloração com May-Grünwald e Giemsa. 

 

Esse padrão foi descrito durante a análise da aderência em células HEp-2 de 

cepas de E. coli isoladas em um estudo epidemiológico sobre a etiologia da diarreia 

aguda na infância, conduzido no Chile (NATARO et al., 1987). A alta prevalência do 

padrão AA em cepas de E. coli isoladas de crianças com diarreia, levou à proposição 

do novo patótipo de DEC, denominado E. coli enteroagregativa ou EAggEC (NATARO 

et al., 1987). Posteriormente a literatura da área adotou a abreviatura EAEC e EAggEc 

entrou em desuso (HEBBELSTRUP JENSEN, 2014; NATARO; KAPER, 1998). 

Dentre os patótipos de E. coli diarreiogênica, EAEC se destaca por ser 

detectada em estudos epidemiológicos ao redor do mundo, apresentando-se como 

um dos principais enteropatógenos emergentes. Crianças e adultos que vivem em 

países em desenvolvimento assim como turistas que visitam países em 

desenvolvimento são susceptíveis a infecções por EAEC, as quais podem resultar em 

infecção persistente. Apesar de sua alta prevalência, a patogênese de EAEC ainda é 

pouco conhecida em comparação às outras categorias de E. coli diarreiogênicas 



 

(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; 

NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). 

Vários surtos de gastroenterites causados por EAEC foram relatados em países 

de baixa e alta renda econômica, envolvendo um alto número de crianças ou adultos, 

cuja infecção foi associada ao consumo de alimentos contaminados. Surtos no Reino 

Unido (DALLMAN et al., 2014), Japão (ITOH et al., 1997) e Itália (SCAVIA et al., 2008) 

são exemplos que demonstram a relevância da infecção de EAEC nos países 

desenvolvidos. No Reino Unido, após um festival de comidas típicas foram reportados 

413 casos de diarreia persistente. Em um dos surtos japoneses, 2.697 crianças em 

idade escolar foram afetadas após o consumo de lanches escolares (ITOH et al., 

1997). Na Itália, os surtos foram transmitidos por queijo não pasteurizado (SCAVIA et 

al., 2008). A EAEC também foi responsável por surtos em países em desenvolvimento 

como o que ocorreu em Niš, Servia, onde 16 recém-nascidos e três crianças tiveram 

diarreia, febre e perda de peso (COBELJIC et al., 1996). 

Uma cepa de E. coli (sorotipo O104:H4) causou um grande surto de diarreia 

sanguinolenta e síndrome hemolítica urêmica e em vários países da Europa em 2011, 

onde pôde ser observada uma rara combinação de características típicas de EAEC 

juntamente com a capacidade de produzir a toxina Stx, característica de STEC 

(SCHEUTZ et al., 2011). Essa cepa foi amplamente estudada e seu genoma mostrou 

que correspondia à cepa de EAEC O104:H4 (cepa 55989) que adquiriu o fago que 

codifica Stx e plasmídeos de virulência (NAVARRO-GARCIA, 2015). 

O padrão AA demonstrado no teste de adesão em células HeLa ou HEp-2 é 

usado como diagnóstico padrão (gold standard) para a classificação de EAEC 

(NATARO; KAPER, 1998), uma vez que ainda não foi encontrado um determinante 

genético comum para todas cepas deste patótipo (HARRINGTON; DUDLEY; 

NATARO, 2006). Nos últimos anos, diagnósticos moleculares têm sido desenvolvidos 

como alternativa ao ensaio de adesão, o qual é caro, consome tempo e requer cultura 

de células e infraestrutura adequada (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014; ESTRADA-

GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012). 

A estratégia básica de infecção por EAEC resume-se na colonização da 

mucosa intestinal seguida pela secreção de enterotoxinas e citotoxinas e indução de 

processo inflamatório (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). EAEC aumenta 



 

significantemente a secreção de muco, envolvendo as bactérias em um biofilme, o 

que pode estar relacionado à habilidade de colonização e de promover diarreia 

persistente (NATARO; KAPER, 1998). A Figura 2 apresenta as etapas da patogênese 

de EAEC indicando os principais fatores de virulência envolvidos em cada etapa. 

Sarantuya et al. (2004) propuseram a classificação de EAEC em grupos de 

típica e atípica, de acordo com a presença ou não do gene aggR, o qual codifica uma 

proteína reguladora global dos genes de virulência de EAEC e está localizado no 

plasmídeo de virulência comumente presente em cepas deste patótipo (BAUDRY et 

al., 1990). 

 A cepa EAEC 042, que causou diarreia em um estudo em voluntários (NATARO 

et al. 1995), tornou-se a cepa EAEC protótipo para o estudo dos fatores de virulência 

e patogenicidade da EAEC. A 042 alberga um plasmídeo de ~100 kb denominado 

pAA2 (CZECZULIN et al., 1999). Nesse plasmídeo estão presentes diversos genes 

de virulência que têm a expressão regulada por AggR (CHAUDHURI et al., 2010; 

ELIAS et al., 1999; NAVARRO-GARCIA et al., 2010). Os primeiros fatores de 

virulência a serem identificados em EAEC foram as fímbrias de adesão agregativa ou 

AAFs, seguidas por uma ampla gama de fatores funcionalmente distintos, incluindo 

as toxinas plasmideais Pet e EAST-1; a toxina ShET1 codificada cromossomicamente; 

Pic, uma mucinase amplamente associada a E. coli patogênica e Shigella sp.; uma 

proteína secretada chamada dispersina, que se liga ao LPS neutralizando assim a 

carga negativa da célula; e mais recentemente a um novo sistema de secreção do tipo 

VI (DUDLEY et al. 2006; ESLAVA et al., 1998; HARRINGTON et al. 2005; 

HENDERSON et al., 1999, NATARO et al., 1995; SHEIK et al., 2002; WANKE et al., 

1998). 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 2- Esquema da patogênese de EAEC evidenciando os fatores de 
virulência identificados principalmente em EAEC 042 

 

 

 

Modelo de 3 estágios para a infecção por EAEC na mucosa intestinal. (A) No primeiro estágio ocorre a 

aderência da bactéria à mucosa do hospedeiro com participação das fímbrias AAF (linhas azuis), 

dispersina (pequenas esferas verdes) e proteína Pic (esfera rosa), uma proteína que degrada muco. 

Adaptado de Navarro-Garcia e Elias (2011). 



 

(B) No segundo estágio ocorre a elaboração de toxinas que agem principalmente no citoesqueleto da 

célula, como as toxinas Pet (esfera vermelha), EAST-1 (esfera cinza), ShET-1 (complexo A-B verde e 

vermelho) e enterohemolisina (esferas amarelas). (C) No terceiro estágio ocorre a indução da resposta 

inflamatória, mediada pela flagelina (linhas verdes), fímbrias AAF e outras estruturas não conhecidas. 

 

Cinco variantes da fímbria AAF foram descritas até agora: AAF/I, II, III, IV e V; 

sendo todas elas reguladas pelo ativador transcricional AggR. Estas fímbrias são 

relacionadas às adesinas da família Dr, as quais requerem proteínas chaperonas e 

usher para sua biogênese. Além disto, as fímbrias da família Dr estão relacionadas 

também a cepas de UPEC, que comumente expressam adesinas Afa (CROXEN; 

FINLAY, 2010; JØNSSON et al., 2015; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).  

A mais nova variante, AAF/V, foi descoberta recentemente e revelou-se como 

uma variante quimérica de AAF/III, na qual todos os genes acessórios (agg3CD), bem 

como o gene da subunidade pilina (agg3B) são compartilhados, exceto pelo gene da 

subunidade unidade principal da pilina que é substituído por agg5A (JØNSSON et al., 

2015). 

Outra característica de EAEC é a habilidade de formar biofilme em superfícies 

bióticas e abióticas, resultado da agregação bacteriana (SHEIK et al., 2001). A 

formação de biofilme pode ser um importante fator contribuinte na infecção 

persistente, ao permitir que as bactérias evadam o sistema imunológico local e 

impedindo o transporte de fatores antibacterianos, incluindo antibióticos (PEREIRA, et 

al., 2007; TOKUDA et al., 2010). Em vários estudos, a expressão de AAF mostrou-se 

essencial para a formação de biofilme por EAEC (BOISEN, et al., 2008; BOLL et al., 

2013; FARFAN; INMAN; NATARO, 2008; SHAMIR et al., 2010; SHEIK et al., 2001). 

Uma importante classe de toxinas produzidas por EAEC são as chamadas 

proteínas autotransportadoras. As proteínas autotransportadoras são proteínas de 

membrana externa que consistem de um amplo domínio N-terminal extracelular 

(domínio passageiro) e um domínio C-terminal que consiste em um domínio β-barril 

(domínio β). Este domínio foi originalmente proposto com a função de um canal de 

transporte para seu próprio domínio passageiro pela membrana externa 

(BERNSTEIN, 2007; HENDERSON et al., 2004). Inicialmente duas proteínas 

autotransportadoras foram identificadas em EAEC, Pet e Pic (ESLAVA et al., 1998; 



 

HENDERSON et al., 1999), as quais fazem parte do grupo das SPATE, ou serine 

protease autotransporters of Enterobacteriaceae (DAUTIN, 2010). As SPATE 

compreendem serino proteases com funções diversas, tais como proteases, toxinas e 

adesinas (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). 

A família das SPATEs inclui mais de 25 proteínas e são divididas 

filogeneticamente em duas classes, com base na sequência de aminoácidos do 

domínio passageiro. A classe-1 alberga as proteínas com efeito citotóxico (AL-

HASANI et al., 2000; AL-HASANI et al., 2009; DJAFARI et al., 1997; ESLAVA et al., 

1998; HENDERSON et al., 1999; MARONCLE et al., 2006; MELLIES et al., 2001; 

TADDEI et al., 2005), enquanto a classe-2 inclui as proteínas imunomoduladoras, que 

além de modularem o sistema imune, desempenham funções como a degradação de 

mucina, moléculas do sistema complemento e de glicoproteínas de superfície de 

leucócitos (ABREU et al., 2015; ; DUTTA et al., 2002; GUTIÉRREZ-JIMÉNEZ; 

ARCINIEGA; NAVARRO-GARCIA, 2008; HARRINGTON et al., 2009; LEYTON et al., 

2003; PARHAM, et al., 2004; RUIZ-PEREZ et al., 2011).  

Dentre as proteínas de classe-1 que são frequentemente encontradas em 

cepas de EAEC estão as proteínas Sat (GUYER et al., 2000), Pet (ESLAVA et al., 

1998) e SigA (AL-HASANI et al, 2000). As de classe-2 frequentemente encontradas 

em EAEC são Pic (HENDERSON et al., 1999) e SepA (BENJELLOUN-TOUIMI et al., 

1998; BOISEN et al., 2012). 

As principais infecções extraintestinais causadas por E. coli são as infecções 

do trato urinário (ITU), as sepses (frequentemente associadas à infecção urinária) e 

as meningites de recém-nascidos. As cepas causadoras destas doenças são 

coletivamente denominadas ExPEC (JOHNSON; RUSSO, 2005; PITOUT, 2012; 

RILEY, 2014). 

Embora existam muitos estudos nessa área específica, o mecanismo de 

disseminação clonal de cepas ExPEC não está totalmente esclarecido (RILEY, 2014). 

Os fatores de virulência conhecidos em ExPEC são associados principalmente à 

colonização e capacidade de sobreviver no ambiente. Os genes que codificam esses 

fatores de virulência são localizados no cromossomo bacteriano, onde usualmente 

encontram-se em ilhas de patogenicidade, ou em plasmídeos e são separados em 

cinco grupos principais: adesinas, toxinas, sistemas de aquisição de ferro, produção 



 

de cápsula e invasinas (DALE; WOODFORD, 2015). Os principais fatores de 

virulência encontrados neste grupo bacteriano são mostrados na Figura 3. 

Uma das adesinas mais estudadas tanto em DEC como em UPEC é a fímbria 

tipo 1. Estudos tem demonstrado que essa adesina é um fator de virulência 

indispensável em UPEC, embora a ampla distribuição desse pili não esteja restrita 

somente a cepas patogênicas (NORINDER et al., 2012; VEJBORG et al, 2011).  

A fímbria tipo 1 é necessária para colonizar o trato urinário em camundongos e 

humanos (BAHRANI-MOUGEOT et al., 2002; CONNELL et al.,1996), mas por si só 

não é suficiente para estabelecer uma infecção a longo prazo (MULVEY; SCHILLING; 

HULTGREN, 2001). A extremidade adesiva desta fímbria, FimH, liga-se a proteínas 

α-D-manosiladas, tais como as uroplaquinas (UPs), que são expressas pelo 

uroepitélio e, portanto, essa adesina está mais relacionada ao trato urinário baixo. 

Devido à sua afinidade de ligação, a adesão ou agregação mediada por FimH de 

células eucarióticas (leveduras ou glóbulos vermelhos) é inibida pela manose 

(LÜTHJE; BRAUNER, 2014). 

As ITU apresentam alta morbidade, tanto na comunidade como no ambiente 

hospitalar, resultando em altos custos econômicos e diminuição da produtividade de 

trabalho (BRUMBAUGH; MOBLEY, 2012). A grande maioria das ITU (70 a 90%) é 

causada por E. coli uropatogênica (UPEC), a qual reside no trato intestinal em 

conjunto com as cepas de E. coli comensais e patogênicas e ascende à bexiga através 

da uretra, sendo que por esta via estas cepas também são capazes de causar sepse. 

As ITU são mais comuns em mulheres do que em homens por características 

anatômicas do trato geniturinário feminino e da presença de substâncias 

antibacterianas no fluido prostático masculino (FIHN, 2003). Não obstante, a maior 

ocorrência em mulheres se dá por conta da maior proximidade do canal uretral com o 

ânus e pelo canal da uretra ser menor em relação ao canal uretral masculino (WANG 

et al., 2013). 



 

Figura 3- Principais fatores de virulência de ExPEC 

 

 

Adaptado de Dale e Woodford, (2015); Lüthje e Brauner, (2014). 



 

As ITU podem ser classificadas em alta ou baixa. A ITU baixa começa com a 

colonização bacteriana na área periuretral pela contaminação fecal do trato 

gastrintestinal, seguida pela ascensão de bactérias através da uretra para a bexiga. 

Primeiramente ocorre adesão às células uroepiteliais por contas de adesinas, como 

por exemplo a fímbria tipo 1, seguida por apoptose e exfoliação das células epiteliais 

levando a um influxo de leucócitos polimorfonucleares, causando assim a cistite 

(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).  

A cistite não resolvida pode progredir para uma ITU alta, denominada 

pielonefrite, quando as bactérias sobem pelos ureteres e entram em um ou ambos os 

rins (MOBLEY; DONNENBERG; HAGAN, 2009). Neste estágio ocorre a vacuolização 

das células do epitélio renal e os danos aos glomérulos por conta da ação da toxina 

Sat. A pielonefrite, em alguns casos, evolui para bacteremia. Neste estágio o 

tratamento da doença é imprescindível, pois a partir da infecção renal as bactérias 

podem alcançar o sistema venoso e causar a sepse (KAPER; NATARO; MOBLEY, 

2004). Assim, durante o curso de uma infecção, um uropatógeno bem-sucedido deve 

navegar em nichos dramaticamente diferentes, incluindo o trato gastrointestinal, a 

área periuretral, a uretra, a bexiga, o ureter, o rim e a corrente sanguínea (FORSYTH 

et al., 2018). As principais etapas da patogênese das infecções do trato urinário podem 

ser observadas na Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4- Esquema dos estágios da infecção do trato urinário por UPEC 

 

 

Adaptado de Flores-Mireles et al. (2015). 

 

As cepas de E. coli que são capazes de ocasionar sepse estão também 

relacionadas às meningites neonatais. Estas cepas são também conhecidas como 

NMEC e são fatais entre 15-40% dos casos ou causam danos neurológicos severos 



 

na maioria dos sobreviventes (DAWSON; EMERSON; BURNS, 1999; UNHANAND et 

al., 1993). 

 

1.3 EAEC como agente de infecções do trato urinário 

 

Conforme mencionado anteriormente, EAEC é um patógeno entérico 

identificado em todo o mundo e associado à diarreia aguda e persistente em crianças 

e adultos, caracterizada pela produção do padrão AA quando em contato com a 

mucosa intestinal ou células epiteliais cultivadas (HEBBELTRUP JENSEN et al. 2014; 

NATARO et al. 1987). Nos últimos anos, EAEC tem sido também associada a casos 

de ITU. 

O grupo da Profa. Tânia A. T. Gomes (Disciplina de Microbiologia, Escola 

Paulista de Medicina, UNIFESP), iniciou na década de 1990 um estudo sobre a 

caracterização de cepas de UPEC isoladas de diferentes faixas etárias e de ambos 

os sexos, buscando características fenotípicas e genotípicas de EAEC (FALSETTI, 

1998). Esse estudo foi posteriormente ampliado para a pesquisa de marcadores de 

virulência dos outros patótipos de DEC, tais como EPEC, DAEC e EHEC. Foi possível 

evidenciar nessa coleção de 225 UPEC a presença de alguns marcadores de DEC, 

com destaque a um grupo com características de EAEC, ou seja, reatividade com a 

sonda para o gene aatA e/ou a produção do padrão AA em células HeLa (ABE et al., 

2008; FALSETTI, 1998). Esses achados indicaram que algumas cepas de EAEC 

poderiam ter potencial uropatogênico. 

Posteriormente um importante relato de Olesen et al. (2012) descreveu um 

clone multirresistente de E. coli (O78:H10) classificada como EAEC, responsável por 

de um surto de ITU de origem comunitária em Copenhague (Dinamarca), 

demonstrando pela primeira vez a associação entre EAEC e um surto de doença 

extraintestinal. Outros estudos também têm demostrado a presença de genes de 

virulência de DEC/EAEC em cepas causadoras de ITU (HERZOG et al., 2014; 

KHAIRY et al., 2019; LARA et al., 2017; NAZEMI et al., 2011); bem como 

características uropatogênicas entre EAEC isoladas de fezes (REGUA-MANGIA et al., 

2010; WALLACE-GADSDENF et al., 2007). 



 

Em continuidade ao estudo de Olesen et al. (2012), esse mesmo grupo 

buscou determinar as propriedades uropatogênicas das cepas do surto de 

Copenhague e se essas propriedades eram conferidas por fatores de virulência 

específicos de EAEC (BOLL et al., 2013). Os autores demostraram que através da 

expressão de fímbrias de adesão agregativa I (AAF/I), as cepas do surto 

demonstraram pronunciadamente o aumento da aderência às células epiteliais da 

bexiga humana, quando comparadas aos protótipos de cepas uropatogênicas. Além 

do mais, as cepas foram virulentas em um modelo murino de ITU e as mesmas foram 

capazes de produzir biofilmes distintos em superfícies abióticas, incluindo cateteres 

urinários. Esses achados sugeriram que tais fatores de virulência específicos de 

EAEC aumentam a uropatogenicidade e podem ter desempenhado um papel 

significante na capacidade de as cepas causarem o surto adquirido pela comunidade 

dinamarquesa. 

Recentemente o nosso grupo realizou um estudo pesquisando a presença de 

marcadores genéticos de ExPEC em cepas de EAEC isoladas de fezes, tanto de 

casos de diarreia como de controles assintomáticos (NUNES et al., 2017). O objetivo 

deste estudo foi analisar as relações filogenéticas entre cepas de EAEC que 

apresentavam marcadores genéticos de ExPEC e cepas de UPEC com e sem 

marcadores genéticos de EAEC. Noventa e duas cepas de EAEC foram analisadas 

quanto à presença dos genes considerados como marcadores de ExPEC, conforme 

proposto por Johnson et al. (2003), ou seja, papA e/ou papC, sfa/foc, afa/dra, iutA e 

kpsMT II. Através deste critério, uma cepa de E. coli é classificada como ExPEC se 

apresentar pelo menos dois desses genes em quaisquer combinações, sendo que 

papA e papC quando em conjunto são considerados como um único marcador. Nessa 

classificação, dentre as 92 EAEC estudadas foram detectadas 33 cepas com esse 

perfil de ExPEC. Estas 33 cepas foram selecionadas para análises de filogrupos e 

multilocus sequence type (MLST) junto a 18 cepas de UPEC vindas do estudo de Abe 

et al. (2008). Foi então gerado um filograma com os dados das sequências dos genes 

housekeeping do MLST (Figura 5). 

A árvore filogenética mostrou o grupamento das cepas de EAEC com 

marcadores de ExPEC (EAEC/ExPEC+) em três grupos principais: um primeiro 

relacionado à cepa diarreiogênica protótipo de EAEC (cepa 042); um segundo 

relacionado ao protótipo de UPEC (cepa CFT073); e um terceiro relacionado à cepa 



 

de EAEC uropatogênica 078:H10 (clone que causou o surto de ITU na Dinamarca) 

juntamente à cepa 17-2 protótipo de EAEC isolada de diarreia, mas que apresenta 

marcas genéticas de UPEC. 

É interessante notar que o terceiro grupo foi constituído por cepas fecais 

isoladas de casos de diarreia e controles saudáveis, todos do filogrupo A e a maioria 

pertencente ao sequence type (ST) 10; juntamente às cepas de EAEC 17-2 e C555-

91 (sorotipo O78:H10). Vale ressaltar que a cepa C555-91 também foi isolada das 

fezes de um paciente com diarreia (BOLL et al., 2013). Além disso, a cepa EAEC 17-

2, isolada de uma criança com diarreia aguda no Chile (NATARO et al., 1987) e 

protótipo da fímbria AAF/I, produz α-hemolisina e provoca destacamento celular de 

células HeLa em cultura, características de UPEC (GOMES et al., 1995). 

Esses dados sugerem que cepas de EAEC podem apresentar potencial 

uropatogênico, tanto no curso de uma infecção diarreica, quanto em carreadores 

assintomáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 5- Filograma e características genéticas de cepas EAEC com marcadores 
de ExPEC e UPEC com e sem marcadores de EAEC 

 

 

Adaptado de Nunes et al. (2017). 

Filograma construído através do método maximum likelihood utilizando bootstrap com 1.000 réplicas. 

Em preto e destacado são as cepas protótipo, em verde são cepas EAEC classificadas como ExPEC, 

em azul são cepas UPEC sem a presença de marcadores de EAEC e em vermelho são cepas UPEC 

com marcadores de EAEC. As setas pretas evidenciam os três principais grupamentos: o cluster 

relacionado à EAEC 042; o cluster relacionado à UPEC CFT073; e o cluster relacionado às EAEC 

078:H10 e 17-2. As cepas selecionadas para o experimento de ITU em modelo murino estão 

destacadas pelas barras pretas. Os dados referentes à presença de agg5A (pilina da fímbria AAF/V) e 

cnf1 foram obtidos no presente estudo. 



 

Tendo por base as características descritas anteriormente acerca de EAEC 

causadora de ITU, aliado aos dados relatando um subgrupo de EAEC colonizando o 

intestino e carreando marcadores genéticos de ExPEC, o presente estudo teve foco 

nas propriedades uropatogênicas de cepas EAEC isoladas de fezes de crianças com 

diarreia e de controles assintomáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 CONCLUSÕES 

 

 Cepas fecais de EAEC isoladas de casos ou controles apresentam potencial 

uropatogênico, pois são capazes de: 

- aderir em células humanas cultivadas de bexiga e rins, 

- formar biofilme com envolvimento ou não da fímbria tipo 1, 

- causar cistite e pielonefrite no modelo de infecção ascendente do trato 

urinário de camundongos C57BL/6; 

 Cepas EAEC com marcadores genéticos de ExPEC são capazes de causar 

ITU mais eficientemente do que cepas que não possuem tais marcadores; 

 A presença desse subgrupo de EAEC nos intestinos, tanto no curso de uma 

doença diarreica quanto em carreadores assintomáticos, pode representar um 

potencial risco para a ITU. 
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